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(57) Abstract 
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production of amino acids, involving itht controlled lx>osting of the export gene expressi n and/cH* export carrier activity of a micro-organism 
which produces the amino acid in question, has been developed fen* the first time. The boosted expressicHi or activity of die export carrier 
resulting from this pnx^ess increases the secretion rate and thus increases transport of the desired amino acid. 
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Beschreibung 

Verfahren zur mikrobiellen Herstelliing von Aminosauren 
5 durch gesteigerte Aktivitat von Exportcarriern 



Die Erfindung betrif f t ein Verfahren zur mikrobiellen 
Her-stellxing von Aminosauren gemaS den Anspruchen 1 bis 

10 20, EX"portgene nach Anspruch 21 bis 26, Regulatorgene 
nach Anspruch 27 und 28, Genstrukturen gemaS den An- 
spruchen 29 und 30, Vektoren nach Anspruch 31 bis 33, 
transformierte Zellen nach Anspruch 34 bis 40, Membran- 
proteine gemaS Anspruch 41 und 42 sowie Verwendungen 

15 nach Anspruch 43 bis 48. 

Aminosauren sind von grofiem wirtschaf tlichen Interesse, 
wobei die Verwendung von Aminosauren vielf altig ist : So 
wird z.B. L-Lysin, wie auch L-Threonin, und L- 
20 Tryptophan als Futtermittelzusatz benotigt, L-Glutamat 
als Gewurzzusatz, L-Isoleucin und L-Tyrosin in der 
pharmazeutischen Industrie, L-Arginin und L-Isoleucin 
als Medikament, oder L-Glutaraat und L-Phenylalanin als 
Ausgangssubstanz zur Synthese von Feinchemikalien* 

25 

Eine bevorzugte Methode zur Herstellung dieser ver- 
schiedensten Aminosauren ist die biotechnologische Her- 
stellung mittels Mikroorganismen; denn auf diese Weise 
wird direkt die biologisch wirksame und optisch aktive 
30 Form der jeweiligen Aminosaure erhalten, und es konnen 
einfache und preisgunstige Rohstoffe eingesetzt werden. 
Als Mikroorganismen werden z.B. Corynebacterium 
glutamicum und seine Verwandten ssp. flavum und ssp. 
lactof ermentum (Liebl et al.,Int J System Bacteriol 
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(1991) 41:255-260) wie auch Escherichia coli und ver- 
wandte Bakterien eingesetzt. 

Diese Bakterien produzieren die Aminosauren normaler- 

5 weise aber nur in der zutn Wachstum benotigten Menge, so 
daS also keine uberschuBigen Aminosauren gebildet und 
ausgeschieden werden. Dies ist darin begrundet, daS in 
der Zelle die Biosynthese der Aminosauren in vielfacher 
Weise kontrolliert wird. Folglich sind bereits ver- _ _ 

10 schiedenste Verfahren bekannt, urn die Produktbildung 
durch Ausschaltung der Kontrollmechanismen zu steigem. 
Bei diesen Prozessen werden z.B. Aminosaureanaloga ein- 
gesetzt, urn die effektive Regulation der Biosynthese 
auszuschalten. So ist e in Verfahren beschrieben, bei 

15 dem Corynebacterium-Staimne benutzt werden, die gegen L- 
Tyrosin- und L-Phenylalaninanaloga resistent sind (JP 
19037/1976 und 39517/1978). Ebenso sind Verfahren be- 
schrieben, bei denen gegenuber L-Lysin- oder auch L- 
Threoninanaloga resistente Bakterien eingesetzt werden, 

20 um die Kontrollmechanismen zu uberwinden {EP 0 205 849 
Bl, UK Patent Application GB 2 152 509 A). 

Weiterhin sind auch durch rekombinante DNA-Techniken 
konstruierte Mikroorganismen bekannt, bei denen eben- 

25 falls die Regulation der Biosynthese aufgehoben ist, 
indem die Gene, die fur die nicht mehr feedback- 
inhibierbaren Schlusselenzyme kodieren, kloniert und 
exprimiert werden. So ist z.B. ein rekoitibinantes, L- 
Lysin produzierendes Bakterium rait plasraid-kodierter, 

30 feedback-resistenter Aspartatkinase bekannt (EP 0 381 
527) . Ebenso ist ein rekombinantes , L-Phenylalanin pro- 
duzierendes Bakterium mit feedback-resistenter Pre- 
phenatdehydrogenase beschrieben (JP 124375/1986, EP 0 
488 424) . Daruber hinaus wurden auch durch Uberexpres- 
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sion von Genen, die nicht fur feedback-sensitive Enzyme 
der Ttoinosauresynthese codieren, erhohte Aminosaureaus- 
beuten erreicht. So wird z.B* die Lysinbildung durch 
erhohte Synthese der Dihydrodipicolinatsynthase verbes- 
5 sert (EP 0 197 335) • Ebenso wird durch erhohte Synthese 
der Threonindehydratase eine verbesserte Threoninbil- 
dung erreicht (EP 0 436 886 Al) . 

Weitere Versuche zur Erhohung der Aininosaureproduk'tion_ 
10 zielen auf eine verbesserte Bereitstellung der zellula- 
ren Primar-metabolite des Zentralstof f wechsels . So ist 
bekannt, daS die durch rekorabinante Techniken erreichte 
Uberexpression der Transketolase eine verbesserte Pro- 
duktbildung von L-Tryptophan, L-Tyrosin, oder L- 
15 Phenylalanin ermoglicht (EP 0 600 463 A2) . Weiterhin 
fuhrt die Reduktion der Phosphoenolpyruvatcarboxylase- 
Aktivitat in Corynebacterium zu verbesserter Bildimg 
aromatischer Aminosauren (EP 0 3331 145) . 

20 Diese vielfaltigen Versuche zur Produktivitatssteige- 
rung sind insgesamt darauf gerichtet, die Limitation 
der cytosolischen Synthese der Aminosauren zu uberwin- 
den* Als eine weitere Limitation kommt grundsatzlich 
aber auch der Export der im Zellinneren gebildeten Ami- 

25 nosauren ins Kulturmedium in Be-tracht. Daher gibt es 
vereinzelte Ansatze, diesen Export und damit die Wirt- 
schaf tlichkeit der Aminosaureproduktion zu verbessem. 
So hat man die Zellpermeabilitat bei Coryne -bacterium 
durch Biotinmangel, Detergenz- oder Penicillinbehand- 

30 lung erhoht. Diese Ausschleusehilf en waren jedoch aus- 
schlieSlich bei der Glutamatproduktion erfolgreich, 
wahrend die Synthese anderer Aminosauren auf diese Wei- 
se nicht verbessert werden konnte. Auch sind Bakteri- 
enstamme entwickelt worden, bei denen die Aktivitat des 
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Sekretionssys terns aufgrund chemischer oder physikali- 
. scher Mutation erhoht ist. Es wurde dadurch beispiels- 
weise ein Corynebacterium glut ami cum- Stamm erhalten, 
der sich durch eine verbesserte Sekretionsaktivitat 
5 insbesondere fur die L-Lysinproduktion eignet 
(DE 42 03 320) . 

Insgesamt zeichnen sich alle bisher durchgefuhrten Ver- 
suche zur Erh6hung der Sekretion zellintem gebildeter _ 

10 Aminosauren dadurch aus, daS ein erhohter Ef f Ixax von 
Aminosauren aufgriind der gewahlten ungerichteten bzw. 
unspezifischen Methoden nur durch Zufall erreicht wer- 
den konnte. Einzig in der Deutschen Patent anmeldung No. 
195 23 279.8-41 ist ein Verfahren beschrieben, das es 

15 erlaubt, die Sekretion zellintem gebildeter Aminosau- 
ren ganz gezielt zu erhohen, indem die Expression von 
fur den Import von Aminosauren kodierenden Genen erhoht 
wurde. Die dieser Vorgehensweise zugrundeliegende Er- 
kenntnis, daS die Zelle Importproteine fur den Export 

20 von Aminosauren verwendet wie auch die Tatsache, daB 

Mikroorganismen von Natur aus keine uberschussigen Ami- 
nosauren bilden und ausscheiden, legt die Verrautung na- 
he, daS fiir den Aminosaure transport spezifische Export - 
gene bzw. -proteine gar nicht existieren, sondem daiS 

25 aus der Zelle die AminosSuren uber andere Exportsysteme 
exkretiert werden. 

Die bisher bekannten Exportsysteme exportieren giftige 
Metallionen, toxische Antibiotika und hdhermolekulare 
30 Toxine. Diese Exportsysteme sind relativ komplex aufge- 
baut : In der Regel sind Membranproteine der Cytoplasma- 
merabran beteiligt, die jedoch nur eine Teilreaktion des 
Exports bewirken, so daS vermutlich fur den Transport 
zusatzliche, extracytoplasmatische Hilf sproteine erfor- 
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derlich sind (Dinh, T. et al., A family of extracyto- 
plasmic proteins that allow transport of large molecu- 
les across the outer membranes of gram-negative bacte- 
ria. J. Bacteriol. 1994, 176: 3825-3831). Des weiteren 
5 ist bekannt, daS bei dem sec-abhangigen Exportsystem 
fur extrazellulSre Proteine mindestens 6 verschiedene 
Proteinkomponenten fur den Export essentiell sind. Die- 
ser Stand der Technik legt die Vermutung nahe, daB 
ebenso die fur den Export von Aminosauren zustandi'gen,, 

10 aber bislcing unbekannten Systeme aus mehreren Protein- 
komponenten bestehen bzw. mehrere Gene fur den Export 
von Aminosauren zustandig sind. Hinweis dafQr konnten 
die von Vrljic et al. beschriebenen (J Bacteriol (1995) 
177: 4021-4027) verschiedenen, im Lysinexport defekten 

15 Mutanten sein. 

Es wurde nunmehr uberraschenderweise gefunden, daE fur 
den Export von Aminosauren jeweils nur ein einziges, 
spezifisches Gen verantwortlich ist, so daS erfindungs- 

20 gemafi erstmals ein Verfahren zur mikrobiellen Herstel- 
lung von Aminosauren zur Verfugung gestellt wird, bei 
dem gezielt die Exportgen-Expression und/oder die Ex- 
portcarrier-Aktivitat eines die entsprechende Aminosau- 
re produzierenden Mikroorganismus erhoht wird. Die aus 

25 dieser Verfahrensweise resultierende, gesteigerte Ex- 
pression bzw. Aktivitat des Exportcarriers fuhrt zu ei- 
ner erhohten Sekretionsrate, so dafi der Export der ent- 
sprechenden Aminosaure erhoht ist. Auch akkumulieren 
derart veranderte Mikroorganismen einen erhohten Anteil 

30 der entspirechenden Aminosaure im Kulturmedium. 

Zur Erhohung der Exportcarrier-Aktivitat wird insbeson- 
dere die endogene Aktivitat eines Aminosaure- 
produzierenden Mikroorganismus erhoht. Eine Erhohung 
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der Enzymaktivitat kann beispielsweise erreicht warden, 
indera durch Verandenang des katalytischen Zentrums ein 
erhohter Substratumsatz erfolgt oder indem die Wirkung 
von Enzyminhibitoren aufgehoben wird. Auch kann eine 

5 erhohte Enzymaktivitat durch Erhohung der Enzymsynthe- 
se, beispielsweise durch Genatnplif ikationen oder durch 
Ausschaltung von Faktoren, die die Enzym-Biosynthese 
reprimieren, hervorgerufen werden. Die endogene Export - 
carrier-Aktivitat wird vorzugsweise durch Mutation des - 

10 endogenen Exportgens erhoht. Derartige Mutationen kon- 
nen entweder nach klassischen Methoden tmgerichtet er- 
zeugt werden, wie beispielsweise durch UV-Bestrahlung 
Oder rautationsauslosenden Chemikalien, oder gezielt 
mittels gentechnologischer Methoden wie Deletion (en) , 

15 Insertion (en) iind/oder Nukleotidaustausch(e) . 

Die Exportgen-Expression wird durch Erhohen der Genko- 
pienzahl und/oder durch Verstarkung regulatorischer 
Faktoren, die die Exportgen-Expression positiv beein- 

20 flussen, erhoht. So kann eine Verstarkung regulatori- 
scher Elemente vorzugsweise auf der Transkriptionsebene 
erfolgen, indem insbesondere die Transkriptionssignale 
erhoht werden. Dies kann beispielsweise dadurch erfol- 
gen, daS durch Veranderxmg der dem Strukturgen vorge- 

25 schalteten Promotorsequenz der Promotor in seiner Wirk- 
samkeit erhoht wird oder indem der Promotor komplett 
durch wirksamere Promotoren ausgetauscht wird. Auch 
kann eine Verstarkung der Transkription durch entspre- 
chende BeeinfluSung eines dem Exportgen zugeordneten 

30 Regulatorgens erfolgen, wie weiter unten ausgefuhrt 

wird. Daneben ist aber auch eine Verstarkung der Trans- 
lation moglich, indem beispielsweise die Stabilitat der 
m-RNA verbessert wird. 
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Zur Erhohung der Genkopienzahl wird das Exportgen in 
ein Genkonstrukt bzw. in einen Vektor eingebaut, vor* 
zugsweise in einen Vektor mit niedriger Kbpienzahl. Das 
Genkonstrukt enthalt insbesondere dem Exportgen zuge- 
5 ordnete regulatorische Gensequenzen, vorzugsweise sol- 
che, die die Genexpression verstarken. Die regulator i- 
schen Gensequenzen weisen insbesondere eine fur die in 
Tabelle 1 angegebene Aminosauresequenz oder deren Al- 
lelvariationen kodierende Nukleotidsequenz bzw. eine 

10 Nukleotidsequenz von Nukleotid 954 bis 82 getnaJS Tabel- 
le 2 Oder eine im wesentlichen gleichwirkende DNA- 
Sequenz auf. Allelvariationen bzw. gleichwirkende DNA- 
Sequenzen umfassen insbesondere funktionelle Derivate, 
die durch Deletion{en) , Insertion (en) und/oder Substi- 

15 tution{en) von Nukleotiden aus entsprechenden Sequenzen 
erhaltlich sind, wobei aber die Regulatorprotein- 
Aktivitat bzw* -Fianktion erhalten bleibt oder sogar er- 
hoht ist: So kaim durch Mutation der regulatorischen 
Gensequenz die Effektivitat der Bindung des Regulator- 

20 proteins an die DNA des zu regulierenden Exportgens so 
beeinflulSt sein, daS dadurch die Transkription ver- 
starkt und somit die Genexpression erhoht ist. Des wei- 
teren konnen dem Exportgen als regulatorische Sequenzen 
aber auch sog. "enhancer" zugeordnet sein, die uber ei- 

25 ne verbesserte Wechselwirkung zwischen RNA- Polymerase 
und DNA ebenfalls eine erhohte Exportgen-Expression be- 
wirken. 

Fur den Einbau des Exportgens in ein Genkonstrukt wird 
30 das Exportgen vorzugsweise aus einem Mikroorganismen- 
Stamm der Gattung Corynebacterium isoliert, und mit dem 
das Exportgen enthaltende Genkonstrukt ein die entspre- 
chende Aminosaure produzierender Mikroorganismen- Stamm, 
insbesondere Corynebacterium, tramsf ormiert . Die Iso- 
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lieriing tmd Transformation des entsprechenden Trans- 
portgens erfolgt nach gangigen Methoden: Im Falle der 
Isolierung und Klonierung eines Transportgens aus Co- 
rynebacteriura eignet sich beispielsweise die Methode 

5 der homologen Komplementation einer exportdefekten Mu- 
tante (J Bacteriol (1995) 177: 4021-4027) . Falls keine 
direkte Klonierung des Strukturgens moglich ist, kann 
zunachst auch die Insertion von Vektorsequenzen in das 
Transportgen erfolgen, um es dann uber "plasmid- 

10 rescue"in Form inaktiver Fragmente zu isolieren. Fur 
das erf indungsgemaBe Verf ahren eignen sich insbesondere 
Gene aus C. glutamicum ATCC 13032 oder C. glutamicum 
ssp. flavum ATCC 14067 oder auch C. glutamicum ssp. 
lactofermentum ATCC 13869. Nach Isolierung der Gene und 

15 deren in vitro-Rekombination mit bekannten Vektoren 

(Appl Env Microbiol (1989) 55: 684-688; Gene 102 (1991) 
93-98), erfolgt die Transformation in die Aminosaure- 
produzierenden StSmme durch Elektroporation (Liebl et 
al. (1989) FEMS Microbiol Lett 65: 299-304) oder Konju- 

20 gation (Schafer et al. (1990) J Bacteriol 172: 1663- 

1666) . Fur die Ubertragung werden vorzugsweise Vektoren 
mit niedriger Kopienzahl eingesetzt. Als Wirtszellen 
werden vorzugsweise solche AminosSureproduzenten einge- 
setzt, die in der Synthese der entsprechenden Aminosau- 

25 ren dereguliert sind und/oder die einen erhohten Anteil 
an Zentralstof fwechselmetaboliten enthalten. 

Nach Isolierung sind Exportgene rait Nukleotidsequenzen 
erhaltlich, die fur die in Tabelle 3 angegebene Ami- 
30 nosauresequenz oder deren Allelvariationen kodieren 
bzw. die die Nukleotidsequenz von Nukleotid 1016 bis 
1725 gemaS Tabelle 2 oder eine im wesentlichen gleich- 
wirkende DNA-Sequenz aufweisen. Auch hier umfassen Al- 
lelvariationen bzw. gleichwirkende DNA-Sequenzen insbe- 
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sondere funktionelle Derivate im oben fur die regulato- 
rischen Sequenzen angegebenen Siime, Diese Exportgene 
werden vorzugsweise im erf indungsgemafien Verfahren ein- 
gesetzt . 

Dem Exportgen mit oder ohne vorgeschaltetem Promotor 
bzw. mit Oder ohne zugeordnetem Regulatorgen konnen ein 
Oder mehrere DNA-Sequenzen vor- und/oder nachgeschaltet 
sein, so da& das Gen in einer Genstruktur enthalteri 
10 ist. 

Durch Klonierung von Export genen sind Plasmide bzw. 
Vektoren erhaltlich, die das Exportgen enthalten und - 
wie bereits oben erwahnt - zur Transformation eines 

15 Aminosaure-Produzenten geeignet sind. Die durch Trans- 
formation erhaltlichen Zellen, bei denen es sich vor- 
zugsweise urn transf ormierte Zellen von Corynebacterium 
handelt, enthalten das Gen in replizierbarer Form, d.h. 
in zusatzlichen Kopien auf dera Chromosom, wobei die 

20 Genkopien durch homologe Rekombination an beliebigen 
Stellen des Genoms integriert werden, und/oder auf ei- 
nera Plasmid bzw. Vektor. 

Es sind eine Vielzahl von Sequenzen bekannt, die fur 
25 Membran-proteine unbekannter Funktion kodieren. Durch 
die erf indungs-gemaSe Bereitstellung von Exportgenen, 
wie beispielsweise des Exportgens mit der Nukleotidse- 
quenz von Nukleotid 1016 bis 1725 gemaS Tabelle 2, bzw. 
der entsprechenden Exportproteine, wie z.B. das mit der 
30 Aminosauresequenz gemaS Tabelle 1, konnen nunmehr Mem- 
branproteine, deren Funktion der Transport von Ami- 
nosauren ist, durch Sequenzvergleich identif iziert wer- 
den. Das damit identif izierte Exportgen kann anschlie- 
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Send zur Verbessemng der Aminosaureproduktion nach detn 
erf in-dungsgemaSen Verfahren eingesetzt werden. 

Die aus dem Stand der Technik bekannten Membranproteine 
5 be-sitzen in der Regel 12, zum Teil auch 4 transmembra- 
ne Helices. Es wurde nuntnehr uberraschenderweise gefun- 
den, daS die fur den Export von Aminosauren zust^digen 
bzw. geeigneten Membranproteine 6 transmembrane Helices 
aufweisen (vgl. z.B. die in Tabelle 3 aufgefuhrte Amir _ 
!0 nosauresequenz eines Exportproteins, bei der die 6 

transmembranen Bereiche durch Unterstreichen kenntlich 
gemacht sind) . Damit liegt hier eine bisher noch nicht 
beschriebene xind somit neue Klasse von Membranproteinen 
vor . 

15 

Ausfuhrungsbeispiele 

a) Klonierting eines Exportgens und Klonierung eines Re- 
gulators aus Corynebacterium glutamicum 

20 

Chromosoraale DNA aus C. glutamicum .R127 (FEMS Microbiol 
Lett (1989) 65: 299-304) wurde, wie bei Scharzer et al . 

(Bio/Technology (1990) 9: 84-87) beschrieben, isoliert . 
Diese wurde mit dem Restriktionsenzym Sau3A gespalten 
25 und durch Saccharose-Gradienten-Zentrifugation, wie bei 
Sambrook et al. (Molecular Cloning, A laboratory manual 

(1989) Cold Spring Harbour Laboratory Press) beschrie- 
ben, aufgetrennt. Die einzelnen Fraktionen wurden gele- 

lektrophoretisch auf ihre Grofie hin analysiert und die 
30 Fraktion mit einer FragmentgroSe von etwa 6-10 kb zur 

Ligation mit dem Vektor pJCl eingesetzt. Dazu wurde der 
Vektor pJCl mit BamHI linearisiert und dephosphory- 

liert. Funf ng davon wurde mit 20 ng der chromosomalen 

6-10 kb Fragmente ligiert, Mit dem gesamten Ligations- 
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ansatz wurde die exportdef ekte Mutante NA8 {J Bacterid 
(1995) 177: 4021-4027) durch Elektroporation (FEMS 
Microbiol Lett (1989) 65: 299-304) transformiert . Die 
Transformanten wurden auf LBHIS (FEMS Microbiol Lett 
5 (1989) 65: 299-304) mit 15 fig Kanamycin pro ml selek- 
tioniert. Diese Transformanten wurden umf angreichen 
Plasmidanalysen unterzogen, indem 200 der insgesamt 
4500 erhaltenen Klone einzeln angezogen, und deren 
Plasmidanteil, und -groSe bestimmt wurden. Im Durch- 
10 schnitt trug etwa die Halfte der untersuchten Kanamy- 
cin- resistenten Klone ein rekombinantes Plasmid mit ei- 
nem Insert der durchschnitt lichen GroBe von 8 kb. Damit 
ergibt sich eine Wahrscheinlichkeit von 0,96 fur die 
Anwesenheit jedes x-beliebigen Gens aus C. glutamicum 

15 in der errichteten Genbank. Die 4500 erhaltenen Trans- 
formanten wurden alle einzeln auf Wiedererhalt der Ly- 
sinsekretion gepruft. Dazu wurde das von Vrljic be- 
schriebene System zur Induktion der L-Lysinausscheidung 
in Corynebacterium glutamicum eingesetzt (J Bacterid 

20 (1995) 177: 4021-4027). Dazu wurden sogenannte Minimal- 
medium- Indikatorplatten hergestellt, die pro Liter 20 g 
(NH4)2S04, 5 g Hamstoff, 1 g KH2PO4 , 1 g K2HPO4 , 
0,25 g MgS04 x 7 H2O, 42 g Morpholinopropansulfon- 
saure, 1 ml CaCl2 (1 g/100 ml), 750 ml dest., iml Cg 

25 Spuren-salze, 1 ml Biotin (20 mg/lOO ml), pH7, 4 % Glu- 
kose 1,8 mg Protokatechusaure, l mg FeS04 ^ 7 H2O, 1 mg 
MnS04 X H2O, 0,1 mg ZnS04 x 7 H2O, 0,02 mg CUSO4, 
0.002 mg NiCl2 6 H2O, 20 g Agar-Agar, sowie 10^ zel- 
len/ml der Lysin-auxotrophen C. glutamicum Mutante 49/3 

30 enthielten. Die ursprunglichen 4500 Transformanten wur- 
den alle einzeln mittels Zahnstocher auf die Indikator- 
platten gepickt, mit jeweils einer Kontrolle des ur- 
sprunglichen Nichtausscheiders NA8 (J Bacteriol (1995) 
177: 4021-4027) und des Ausgangsstammes R127. Parallel 
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wurden jeweils 2 Flatten beimpft, von denen nur eine 
zusatzlich 5 mM L-Methionin enthielt, um so die Lysin- 
ausscheidung zu induzieren. Die Indikatorplatten wurden 
bei 30 °C inkubiert, und nach 15, 24 und 48 Stunden un- 

5 tersucht. Insgesamt wurden so 29 Klone erhalten, die 
auf der rait Methionin versetzten Indikator-platte einen 
Wachsturashof durch den Indikationsstamras 49/3 zeigten. 
Die Klone wurden vereinzelt, und dann emeut, wie oben 
beschrieben, auf Wiedererhalt des Wachsturashof s ge- 

10 pruft. Auf diese Weise wurden die zwei Klone NA8 

pMV8-5-24 und NA8 pMV6-3 erhalten, die die Fahigkeit 
wiedererhalten hat ten, Lysin auszuscheiden, 

Von diesen Klonen wurden Plasraidpraparationen, wie bei 
15 Schwarzer et al. {Bio/Technology (1990) 9: 84-87) be- 
schrieben, durchgef uhrt . Durch Ret rans format ion in NAB 
wurde der plasmidgebundene Ef fekt der Auscheidung von 
L-Lysin bestatigt. Beide Plasmide wurden einer Restrik- 
tionsanalyse unterzogen- Plasraid pMVB-5-24 tragt ein 
20 Insert von 8,3 kb, und pMV6-3 eines von 9,5 kb. Die 
physikalische Kartieriing der Inserts zeigt Figur 1- 

b) Subklonierung eines DNA- Fragments, das den Lysinex- 
port rekonstituiert 

25 

Vom Insert des Plasmids pMV6-3 wurden \inter Nutzung der 
bestimraten Restriktionsschnittstellen einzelne Subklone 
hergestellt. So wurde das 3,7 kb Xhol -Sail -Fragment , 
das 2,3 kb BamHI -Fragment und das 7,2 kb BamHI- Fragment 
30 mit dem entsprechend geschnittenem xmd behandeltem Vek- 
tor pJCl (Mol Gen Genet (1990) 220: 478-480) ligiert. 
Mit den Ligationsprodukten wurde direkt C. glutamicum 
NA8 transformiert, die Trans formant en wie oben be- 
schrieben auf Wiedererhalt der Lysinausscheidung ge- 
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pruft und die Anwesenheit des Subklons durch Plas- 
midpraparation und Restriktionsanalyse bestatigt, Auf 
diese Weise wurde als kleinster Sixbklon der Stamm mit 
Plastnid pMV2-3 erhalten (Figur 1) . Dieses, den Lysinex- 
5 port vermittelnde Fragment enthalt als Insert das 
2,3 kb BamHI- Fragment aus pMV6-3^ 

c) Sequenz des Lysinexportgens lysE und dessen Regula- 
tors lysG 

10 

Die Nukleotidsequenz des 2,3 kb BamHI -Fragments wurde 
nach der Dideoxy-Kettenabbruch-Methode von Sanger et 
al. durchgefuhrt (Proc Natl Acad Sci USA (1977) 74: 
5463-5467), und die Sequenziereaktionen mit dem Auto- 

15 Read Sequencing kit von Pharmacia (Uppsala, Sweden) . 

Die elektrophoretische Analyse erfolgte mit dem automa- 
tischen Laser-Flureszenz DNA Sequenziergerat (A^L.F.) 
von Pharmacia-LKB (Piscataway, NJ, USA) , Die erhaltene 
Niokleotidsequenz wurde mit dem Programmpaket HUSAR 

20 (Release 3.0) des Deutschen Krebsf orschungszentrums 
(Heidelberg) analysiert. Die Nukleotidsequenz und das 
Ergebnis der Analyse ist in Tabelle 2 wiedergegeben. 
Die Analyse ergibt zwei vollstandige of fene Leseraster 
(ORF) auf dem sequenzierten DNA- Stuck. ORFl kodiert fur 

25 ein Protein mit einer Lange von 236 Aminosauren, 0RF2 
fur eins mit einer Lange von 290 Aminosauren. Das von 
ORFl abgeleitete Protein zeigt eine Haufung hydrophober 
Aminosauren, wie sie fur membranstandige Proteine cha- 
rakteristisch ist. Die detaillierte Analyse der Vertei- 

30 lung der hydrophoben und hydrophilen Aminosauren mit 
dem Programm PHD. HTM (Protein Science (1995) 4: 521- 
533) ist in Tabelle 3 gezeigt. Daraus ergibt sich, daS 
das Protein sechs hydrophobe Helixbereiche enthalt, die 
die Membran durchqueren, Damit handelt es sich bei die- 
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sem Protein urn den gesuchten Exporter der Aminosaure L- 
Lysin. Das entsprechende Gen wird deswegen im Folgenden 
als lysE bezeichnet. Es ist entsprechend in Tabelle 2 
markiert. ORF2 wird in Gegenrichtimg zu ORFl transkri- 

5 biert. Die Sequenzanalyse zeigt, daS 0RF2 hohe Identi- 
tat mit Regulatorgenen hat, die als eine Familie zusam- 
mengefaSt werden (Ann Rev Microbiol (1993) 597-626) . 
Gene dieser Familie regulieren die Expression der ver- 
schiedensten an katabolen oder anabolen Prozessen be-. 

10 teiligter Gene in positiver Weise. Im Folgenden wird 
0RF2 deswegen als lysG (Govern = Regulieren) bezeich- 
net* Wegen dieser Zuordnung, und weil lysE nur zusammen 
mit lysG kloniert (siehe a) ) und subkloniert werden 
konnte (siehe b) ) , ist lysG Regulator von lysE und so- 

15 mit ebenfalls am Lysinexport beteiligt. Das Gen lysG 
und dessen abgeleitete Aminosauresequenz sind ebenfalls 
in Tabelle 2 bzw. Tabelle 1 gezeigt. 

d) Identif izierung eines unbekannten Membranproteins 
20 aus Escherichia coli durch Sequenzvergleich 

Mit den etablierten Sequenzen gemaS Tabelle 3 konnen 
bereits existierende Sequenzbanken durchsucht werden, 
um so den von sequenzierten Bereichen abgeleiteten Pro- 

25 teinen eine Funktion zuzuordnen. Entsprechend wurde die 
Aminosauresequenz des Lysinexporters aus C. glutamicum 
unter Zuhilfenahme des Programmpakets HUSAR (Release 
3.0) des Deutschen Krebsf orschungszentrums (Heidelberg) 
mit abgeleiteten Protein- Sequenzen aller dort deponier- 

30 ten DNA-Sequenzen verglichen. Zu einer einzigen Sequenz 
bisher unbekannter Fimktion aus E. coli ergab sich eine 
hohe Horaologie von 39,3 % identischen Aminosauren, und 
64,9 % ahnlichen Aminosauren. Der Vergleich ist in Fi- 
gur 2 gezeigt. Das bislang nicht charakterisierte offe- 
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ne Leseraster aus E. coli ist uber dieses Verfahren da- 
mit als ein Aminosaureexportgen identif iziert . 

e) Gesteigerter Export intrazellular akkumulierten L- 
5 Lysins 

Der Stamm C. glutamicum NA8 {J Bacteriol (1995) 177: 
4021-4027) wurde mit Plastnid pMV2-3 transformiert, und 
die L-Lysinausscheidung der Stamme verglichen. Dazii 

10 wurden NA8 und NA8pMV2-3 in Komplexmedium wie bei 

Vrljic et al. (J Bacteriol (1995) 177: 4021-4027) be- 
schrieben angezogen, und das Ferment ationsmedium CGXII 
(J Bacteriol (1993) 175: 5595-5603) jeweils getrennt 
beimpft. Das Medium enthielt zusatzlich 5 mM L- 

15 Methionin, um die intrazellulare L-Lysinbiosynthese zu 
induzieren. Nach Kultivierung fur 24 Stunden bei 30 °C 
auf dem Rotationsschuttler bei 140 Upm wurde zellinter- 
ne und exteme L-Lysinbestimmungen durchgef uhrt . Zur 
zellintemen Bestimmung wurden Silikonolzentrifugatio- 

20 nen durchgef uhrt (Methods Enzymology LV (1979) 547- 
567) ; die Bestimmung der Aminosauren erfolgte mittels 
Hochdruckf lussigchromatografie (J Chromat (1983) 266: 
471-482) . Diese Bestimmungen wurden zu verschiedenen 
Zeiten, wie in Figur 3 angegebeh, durchgef uhrt . Ent- 

25 sprechend dem benutzten Verfahren wird das angestaute 
zellinterne L-Lysin also durch pMV2-3 vermehrt ausge- 
schieden und akkumuliert. Entsprechend ist erwartungs- 
gemaS auch das zellintern vorhandene L-Lysins stark re- 
duziert. Somit stellt die Nutzung des entdeckten und 

30 beschriebenen Exporters ein Verfahren dar, um die L- 
Lysinbildung entscheidend zu verbessern. 

f) Gesteigerte Akkumulation von L-Lysin durch lysE oder 
lysEG 
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Vom Subclon pMV2-3, der das sequenzierte 2374 bp BatnHI- 
Fragment in pJCl enthalt (siehe Figur 1) , wurde ent- 
sprechend der Sequenzinf ormation das lysE tragende 

5 1173 bp PvuII-Hindll Fragment in pZl (Appl Env Micro- 
biol (1989) 55: 684-688) ligiert, und so das Plasmid 
plysE erhalten. Dieses Plasmid, sowie das lysElysG tra- 
gende Plasmid pMV2-3 wurde durch Elektroporation in C. 
glutamicum Stamm d eingefuhrt, indem chromosomale Be-~ 

10 reiche deletiert sind. Die erhaltenen Stamme C. 
glutamicum d pMV2-3, C. glutamicum d plysE, C. 
glutamicum pJCl wurden wie unter e) beschrieben zu- 
nachst auf Komplexmedium vorgezogen, dann in Produkti- 
onsminimalmedium CGXII zusamraen mit 4% Glukose und 5 mM 

15 L-Methionin kultiviert, und Proben zur Bestimmung des 
akkumulierten L-Lysins entnommen. Wie aus Figur 4 er- 
sichtlich, wird durch lysElysG eine Steigerung der Ly- 
sinakkumulation gegenuber der Kontrolle erreicht. Die 
plysE wird durch dieses Verfahren eine auSerordentlich 

20 gesteigerte Akkumulatioh von 4,8 auf 13,2 mM L-lysin 
erreicht . 
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Legenden der Tabellen und Figuren: 

Tabelle 1: Die Aminosauresequenz des Lysinexporter- 
5 Regulators aus Corynebacterium glutamicum, unit dem fur 
DNA-bindende Proteine typischen Helix-Turn-Helix Motif. 

Tabelle 2 (drei Seiten) : Die Nukleotidsequenz des fur 
den Lysinexporter und Lysinexport -Regulators codieren- 
10 den Bereichs aus C. glutamicum, 

Tabelle 3 : Die Aminosauresequenz des Lysinexporters aus 
Corynebacterium glutamicum, mit den identif izierten 
transmembranen Helices TMHl bis TMH6. 

15 

Figur 1: Die durch die Klonierung erhaltenen DNA- 
Fragmente in pMV6-3 und pMV8-5-24, die die Lysinsekre- 
tion bewirken, sowie der aus pMV6-3 hergestellte Sub- 
klon pMV2-3, der ebenfalls die Lysinsekretion bewirkt 
20 und sequenziert wurde.B, BamHI; Sm, Smal; Sc, Sad; Si, 
SalI;H, Hindu ; X, Xhol . 

Figur 2: Vergleich der abgeleiteten Aminosauresequenz 
von LysE aus C. glutamicum (oben) , mit einem Genprodukt 
25 bislang unbekannter Funktion aus Escherichi coli 

(unten) , das dadurch als Exportcarrier identif iziert 
ist . 

Figur 3: Gesteigerter Lysinexport durch pMV2-3 mit C. 
30 glutamicum NA8 . Oben, die Kontrolle mit geringer Aus- 
scheidung und zellinternem Anstau von Lysin bis etwa 
150 mM. Unten die durch pMV2-3 bewirkte hohe Ausschei- 
dung mit zellinternem nur geringem Anstau von etwa 30 
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Figur 4: Die Steigerung der Lysinakkutnulation in C. 
glutamicum durch lysElysG (pMV2-3) (mittlere Kurve) , 
\ind die durch lysE (plysE) bedingte Akkumulation (obere 
5 Kurve) . 
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60 

GGTAAACGACTTCCAOUITGAGACGGACCGGGTTAAGGACGCCCGCTTCTTCACTTTTTG 

120 

I-Lyso 

GGACTTGGAAAAGTCTTCATTGATTCCGGOSTTAGGGAGCTAACGACGTAGTTGCI^ 

- PRLGEIAADVVA 

.180 

CAGACACT<yiGATCGATCTCTAGATCTAAGGTCCGCGGTAGCAACGGTTATGTAGCCACA 
DTLRALS RSEL RWRQWYMPT 

240 

(yWSTTACCCATAGAGTAGCTCCTCCTAGTGAAGAGGACGAAAATCGTACCCTCGTC^^ 
DI PIEDLLIVE GAKLMP AAQ 

. 300 

CCAAAGCCCTTCTTCAGGGGTTGGTTCCGGAGCCGCTTAACGGAGTGGTTTTG^ 

T E P LLGW GLG R R lAEGF G EA 

360 

GCTGCCCTGTTACXrrATGCGCGGACGCGGGGTCTCCTGGTAGCTGCGCGGGCAGGTCC^ 
SPVISVRRRGVPGDVRGDLD 

420 

TGCCAGAACTTCGTGTAGAAACCCTGGCnrrCGCATTCTGCCCGTAGCX^ 

RDQLVDKPGFRLVPMAAWDL 

• 480 

AAAGGGTAGTTGGTACATCCGTAGGGCGTTACTCCCCCAACGTTACCGGTTCACCGCGT^ 
KGDVMYA DRL S PTA IALHRM 

- 540 

CCAAGGTTCAAGATGATGAAGTGTAGGGCGGTGCCCTAATCGAAGTGCCCAATGGCGAGG 
TGLEVVE CGAVPNAERTVAG 

. . • • .600 

ATTTTGTAGAGGTGCGGCGTCGTTCCTATTACACAOSaSAAGTAGA^ 

LVDGRRLLSLTHAEDELRLT 

660 

CTCGCAACGAGGTGGGGTTCT-TCGATGGAGCAACTTGTGCCC^ 

LT AGGWSAVE N FVPPFWT SL 

.720 

GCTTAGACGCAACTACCGCTACCAATTGCCCTAAAGTCX3TTCCGC»GGTCTATCAACGCG 
SDANi A ITL P lEALRGSLQA 

- 780 

AAATCAAAGACGAACGTCGTTGTGGTAAAAGGCGCGACGAACGTGTTCCTGAAGTGGGCG 
KTEAQLLVMKRAAQVLVEGA 

840 

AAGCCAACGAAACCGGCCAACCCACGCGCTATGGTTGTGAGCTGGGTGCACTACGAGCTC 
ET AKAPQTRS VL VRGVHHEL 

, . 900 

TCGAAATTGCGCGACTGAGTGGCGGCTCCCCCnTTACCaTTCCCGATTCCTCCGCTC 
AKVRQSVASPSISLALSAGE 
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960 

< LysQ 

CTTCGACGGAAGTAGTTACTAACTCTCGTTTCACAGGTCAACTTACCCCAAGTA 5 ' 

5 ' TGCCTTCATCAATGATTGAGAGCAAAGTGTCCAGTTGAATGGGGTTC 

FSGE DII SLLTDLQI PNM 

1020 

ATATTAAACCATGTTAAGAACCAATCATTTTACITAAGTACTTCCATAG^ 

M V 
LyaE > 

. - . 1080 

GATCATGGAAATCTTCATTACAGGTCTGCTTTTGGGGGCCAGTCI^^ 
IMEIFITGLLLGASL. LLSIG 

. 1140 

ACCGCAGAATGTACTGGTGATTAAACAAGGAATTAAGCGCGAAGGACTCATTGC^ - 
PQNVLVI KQGIKREGLIAVL 

• . . • . . 1200 

TCTCGTGTGTTTAATTTCTGACGTCTTTT^ 
LVCL I SDVF L F-I AG T L GVDL 

■ • . 1260 

TTTGTCCAATGCCGCGCCGATCGTGCTCGATATTATGCGCT^GGT^ 
LSNAAPIVLDIM R WGGIAYL 

1320 

GTTATGGTTTGCCGTCATGGCAGCGAAAGACGCCATGACAAACAAGGTGGAA^ 
LWFAVMAAKDAMTNKVEAPQ 

..... 1380 
GATCATTGAAGAAACAGAACCAACCGTGCCaJATGACACGCCTTT^ 
I lEETEPTVPDDTPLGGSAV 

. 1440 

GGCCACTGACACGCGCAACCGGGTGCGGGTGGAGGTGAGCGTCGATAAGCAGCGGGl^^ 
A TDTRNRVRVEVSVDKQRVW 

. 1500 

GGTAAAGCCCATGTTGATGGCAATCGTGCTGACCTGGTTGAACCCGAATGCGTAT^^ 
VKPMLMAIVLTWLNPNAYLD 

- . 1560 

CGCGTTTGTGTTTATCGGCGGCGTCGGCGCGCAATACGGCGACACC^ 
AFVF IGGVGAQYGDTGRWIF 

.... 162 0 
CGCCGCTGGCGCGTTCGCGGCAAGCCTGATCTGGTTCCCGCTGGTGGGTTTC 
AAGAFAASL IWFPLVGFGAA 

- . . . . 1680 

AGCATTGTCACGCCCGCTGTCCAGCCCCAAGGTGTGGCGCTGGATCAAC^ 
ALSRPLSSPKVWRWINVVVA 



Tabelle 2 (fortgesetzt ) 
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. 1740 

f- or£3 

- N E R T K 

5 ' CTACTGGCGTAACCGGTAGTTTGACTACAACTACCCA&TCAAAAGCGCCCAAAA 
AGTTGTGATGACCGCATTGGCCATCAAACTGATGTTGATGGGTTAOTTTTCGCGGG 5 ' 

V VMT A LA I K L MLMG- 

hysB -J 

■ 1800 

CCTTAGCCACCGGAAGCGGGTTTACAACTACGGCCGCAGCACCCTTTAGAGTAGCTAGCG 
SDTAKAWINIGADHS lEDIA 

... 1B60 
GAGGTTGAGCCGCTVGTCTTTTGAGGTTCAACAACTCaiCTTAGT^^ 

ELEADSFELNNLSDLSNDLQ. 

• 1920" 

GAGTTGACTGCTTCGTGGTTAGTTACGTGACaWSTGCCATAGGCGCGGCATGAGAGGAAC 
EVSSAGIL ASTVTDAGYEGQ 

. 1980 

GAGCGCGTCGTGGGTACGTTCGCGGTAGACGOSTTCACTGACGGGCGCAAGGACCCGCTA 
ERLVWALAMQAL SQGREQAI 

. 2040 

GAGTAACTCGAACGCCTGGTATAGTTATAACAAGTGCAAGTTGTACGGGAGTCTGTCCCT 
DNLKRV MDINNVNLMGESLS 

. ... 2100 

GAATGGGACaSACCGCGCCCTTGGGAGACCTTAAGGTAGCTCTATAAACA^ 

K GQ SARS G E P IGDLY KDTLL 

. . . . • • 2160 

CGGGACGCGTTCJlCCACTCTTTCGTTACTGCGGTTCTGGTAACaU^CCGTC^ 

GQALPSFAIVGLGNNAASQL 

. 2220 

GTTCa^GAGTCGCAGTAGaXSGCCAAGGAGGTGGGTTGCTAATTACTACC^ 

LNEGDDGP EEVWRNIISYSP 

• 2280 

GACTACTTAGTCTTCGCCCGTCGGGAGGAGGCGGTACTTGAGTCGGCGGAGGCGACACTC 
Q H I L L P C G E EA MFEAAE ATL 

. . . . 2340 

GAGACCTGGCATCCTTCTTTATGGGTGCATTTCTCGGAAAGGTCTGCGTT^ 

EPGYSS IGVYLAKGSAV IDR 

- . - • 2374 

<-orf 3f 

GTTACGCATGTACCAAAGAAGGTTTCCTCATAGA 
LAY MTEELPT D 



Tabelle 2 (f ortgesetzt) 
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Patentanspruche 



1. Verfahren zur mikrobiellen Herstellung von Ami- 
nosauren, bei dem die Export carrier -Aktivi tat 
Tind/oder die Exportgen-Expression eines die ent- 
sprechende Aminosaure produzierenden Mikroorga- „ 

10 nismus erhoht wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die endogene Exportcarrier-Aktivitat des Mi- 
15 kroorganismus erhoht wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet, 
daS durch Mutation des endogenen Exportgens ein 

20 Carrier mit hoherer Export -Aktivi tat erzeugt 

wird. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

25 dcdS die Genexpression des Exportcarriers durch 

Erhohen der Genkopienzahl erhoht wird. 

5. Verfahren nach Ttospruch 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

30 daS zur Erhohung der Genkopienzahl das Exportgen 

in ein Genkonstrukt eingebaut wird. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, 
dadurch gekennzeichnet, 
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daS das Exportgen in einen Vektor mit niedriger 
Kopienzahl eingebaut wird, 

7. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, 
5 dadurch gekennzeichnet, 

daS das Exportgen in ein Genkonstrukt eingebaut 
wird, das detn Exportgen zugeordnete regulatori- 
sche Gensequenzen enthalt. 

10 8. Verfahren nach Anspruch 7, 

dadurch gekennzeichnet, 
daS die regulatorische Gensequenz eine fur die in 
Tabelle 1 angegebene Aminosauresequenz und deren 
Allelvariationen kodierende Nukleotidsequenz auf- 

15 weist. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, 
dadurch gekennzeic h n e t, 
daS die regulatorische Gensequenz eine Nukleo- 

20 tidsequenz von Nukleotid 954 bis 82 gemaB Tabel- 

le 2 Oder eine ira wesentlichen gleichwirkende 
DNA-Sequenz aufweist. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 5 bis 9, 
25 dadurch gekennzeichnet, 

daS ein die entsprechende Aminosaure produzieren- 
der Mikroorganismus mit dem das Exportgen enthal- 
tende Genkonstrukt transf ormiert wird. 

30 11. Verfahren nach Anspruch 10, 

dadurch gekennzeichnet, 
daS ein Mikroorganismus der Gattung Corynebacte- 
rium mit dem das Exportgen enthaltende Genkon- 
strukt transf ormiert wird. 
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Verfahren nach Anspruch 10 oder 11, 
dadurch gekennzeichnet, 
dafi fur die Transformation ein Mikroorganismus 
eingesetzt wird, in dem die an der Synthese der 
entsprechenden Aminosaure beteiligten Enzyme de- 
reguliert sind. 

Verfahren. nach einem der Anspruche 10 bis 12, ' . 
dadurch gekennzeic h n e t, 
daS fur die Transformation ein Mikroorganismus 
eingesetzt wird, der einen erhohten Anteil an 
Zentralstof f wechselmetaboliten enthalt . 

Verfahren nach einem der Anspruche 4 bis 13, 
dadurch gekennzeichnet, 
daS das Exportgen aus einem Mikroorganismen-Stamm 
der Gattung Corynebacterium isoliert wird. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspru- 
che , 

dadurch gekennzeichnet, 
daS die Export gens equenz durch Vergleich mit der 
Sequenz eines bereits bekannten Exportgens ideh- 
tifiziert wird. 

Verfahren nach Anspruch 15, 

dadurch gekennzeichnet, 

daS die von der zu identif izierenden Exportgense- 

quenz abgeleitete Aminos auresequenz mit der in 

Tabelle 3 angegebenen Aminosauresequenz oder de- 

ren Allelvariationen verglichen wird. 
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17. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspru- 
che, 

dadurch gekennzeichnet, 
daS die Exportgen-Expression durch Verstarkung 
5 der Transkriptionssignale erhoht wird. 

18. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspru- 
che , 

dadurch gekennzeichnet, 
10 daS als Exportgen ein Gen tnit einer fur die in . 

Tabelle 3 angegebene Aminosauresequenz und deren 
Allelvariationen kodierenden Nukleotidsequenz 
eingesetzt wird, 

15 19. Verfahren nach Ansprach 18, 

dadurch gekennzeichnet, 
daS als Exportgen ein Gen mit der Nukleotidse- 
quenz von Nukleotid 1016 bis 1725 gemaS Tabelle 2 
Oder einer im wesentlichen gleichwirkenden DNA- 

20 Sequenz eingesetzt wird, 

20. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche 
zur Herstellung von L-Lysin. 

25 21. Fur einen Aminosaure -Export carrier kodierendes 
Exportgen. 

22. Exportgen nach Anspruch 21 mit einer fiir die in 
Tabelle 3 angegebene Aminosauresequenz und deren 

30 Allelvariationen kodierenden Nukleotidsequenz. 

23. Exportgen nach Anspruch 22 mit der Nukleotidse- 
quenz von Nukleotid 1016 bis 1725 gemaS Tabelle 2 
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Oder einer im wesentlichen gleichwirkenden DNA- 
Sequenz . 

24. Exportgen nach einem der Anspruche 21 bis 23 mit 
5 diesem zugeordneten regulatorischen Gensequenzen. 

25. Exportgen nach Anspruch 24, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die regulatorische Gensequenz eine fur die in 
10 Tabelle 1 angegebene Aminosauresequenz und deren 

Allelvariationen kodierende Nukleotidsequenz auf- 
weist. 

26. Exportgen nach Anspruch 25, 

15 dadurch gekennzeichnet, 

daS die regulatorische Gensequenz eine Nukleo- 
tidsequenz von Nukleotid 954 bis 82 gemaS Tabel- 
le 2 Oder eine im wesentlichen gleichwirkenden 
DNA-Sequenz aufweist. 

20 

27. Zur Regulation eines fiir einen Aminosaure- 
Exportcarrier kodierenden Exportgens geeignetes 
Regulatorgen mit einer fur die in Tabelle 1 ange- 
gebene Aminosauresequenz und deren Allelvariatio- 

25 nen kodierenden Nukleotidsequenz. 

28. Regulatorgen nach Anspruch 27 mit der Nukleo- 
tidsequenz von Nukleotid 954 bis 82 gemaS Tabel- 
le 2 Oder einer im wesentlichen gleichwirkenden 

30 DNA-Sequenz. 

29. Genstruktur, enthaltend ein Exportgen nach einem 
der Anspruche 21 bis 26. 
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30.. Genstruktur, enthaltend eine regulatorische Gen- 
sequenz nach Anspruch 27 oder 28. 

31. Vektor, enthaltend ein Export gen nach einem der 
Anspruche 21 bis 26 oder eine Genstruktur nach 
Anspruch 29. 

32. Vektor nach Anspruch 31 mit niedriger Kopien- 
zahl. 

33. Vektor, enthaltend eine regulatorische Gensequenz 
nach Anspruch 27 oder 28 oder eine Genstruktur 
nach Anspruch 30. 



15 34. Transformierte Zelle, enthaltend in replizier- 

barer Form ein Export gen nach einem der Anspruche 
21 bis 26 Oder eine Genstruktur nach Anspruch 29. 

35. Transformierte Zelle nach Anspruch 34, enthaltend 
20 einen Vektor nach Anspruch 31 oder 32. 

36. Transformierte Zelle nach Anspruch 34 oder 35, 
dadurch gekennzeichnet, 
daS sie der Gattung Corynebacterium angehort . 

25 

37. Transformierte Zelle nach einem der Anspruche 34 
bis 36, 

dadurch gekennzeichnet, 
daiS in dieser die an der Synthese beteiligten En- 
30 zyme der Aminosaure, die mittels des Exportcarri- 

ers, fur das das in die transformierte Zelle 
ubertragene Exportgen kodiert, aus der Zelle aus- 
geschleust wird, dereguliert sind. 
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38 • Trans formierte Zelle nach einem der Anspruche 34 
bis 37, 

dadurch gekennzeichnet, 
daS sie einen erhohten Anteil an Zentralstof f - 
5 wechselmetaboliten enthalt. 

39- Trans formierte Zelle, enthaltend in replizierba- 
rer Form eine regulatorische Gensequenz nach An- 
spruch 27. Oder 28 oder eine Genstruktur nach Anr 
10 spruch 30. 

40. Trans formierte Zelle nach Anspruch 39, enthaltend 
einen Vektor nach Anspruch 33. 

15 41. Fur den Export von Aminosauren geeignete Membran- 
proteine mit 6 transmembranen Helices. 

42. Membranprotein nach Anspruch 41 mit der in Tabel- 
le 3 angegebenen Aminosauresequenz , wobei Tabel- 

20 le 3 Bestandteil dieses Anspruches ist . 

43. Verwendung eines Es^ortgens zur Steigeirung der 
Aminosaureproduktion von Mikroorganismen. 

25 44. Verwendung nach Anspruch 43, 

dadurch gekennzeichnet, 
daS ein mutiertes Exportgen, das fiir ein Enzym 
mit erhohter Export carrier-Aktivi tat kodiert, 
verwendet wird. 

30 

45. Verwendung nach Anspruch 43 oder 44, 

dadurch gekennzeichnet, 

daS der Aminosaure-produzierende Mikroorganismus 
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mit einem Genkonstrukt , das ein Exportgen ent- 
halt, transformiert wird. 

46. Verwendung nach Anspruch 45, 
dadurch gekennzeichnet, 
daS das Genkonstrukt zusatzlich regulatorische 
Gensequenzen tragt. 

47. Verwendung nach einem der Anspruche 43 bis 4^, _ 
dadurch gekennzeichnet, 

daS ein Exportgen aus Corynebacterium verwendet 
wird. 

48. Verwendung nach einem der Anspruche 43 bis 47, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi als Aminosaure-produzierender Mikroorganismus 
Corynebacterium verwendet. wird. 
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Figur 3 
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